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RESUME

L’absorption massive volontaire ou accidentelle d’alcools
ou de glycols demande une prise en charge thérapeutique
rapide et bien adaptée. Dans la plupart des cas, le diagnos-
tic a I’hospitalisation fait appel a des signes cliniques et bio-
logiques. Le dosage plasmatique simultané du méthanol et
de ’éthyléne glycol est aussi réalisable mais il est excep-
tionnel de mesurer deux métabolites toxiques intéressants :

I’acide formique, métabolite du méthanol, et ’acide glyco-
lique, pour I’éthyléne glycol. Or, 'intérét diagnostique de
ces deux paramétres est essentiel, en particulier lorsque l'in-
toxication est découverte tardivement.

Par spectroscopie RMN 'H, les anions formiate et glycolate
présentent deux singulets caractéristiques a 8,44 et 3,93
ppm, correspondant respectivement a leurs groupements
fonctionnels méthine et méthyléne. Dans ce travail, nous pré-
sentons la validation de la quantification du formiate et du
glycolate par RMN 'H. La linéarité (de 0 a 40 mmol/l) et la
répétabilité (c.v. = 6,7 %) ont été déterminées. Puis I’analy-
se a porté sur 40 échantillons de sérum supplémentés. Des
composés potentiellement interférents (alcools, diols, poly-
ols, acides), ajoutés aux sérums, n’ont pas perturbé la quan-
tification. L’apport de la RMN 'H a ce type de diagnostic est
discuté. )

MOTS-CLES
Formiate, glycolate, RMN 'H, sérum, méthanol, éthyléne gly-
col, intoxication.

Introduction

L’absorption massive volontaire ou accidentelle d’al-
cools ou de glycols entraine généralement un état
comateux qui demande un diagnostic étiologique per-
mettant une prise en charge thérapeutique rapide et
bien adaptée.

Si on-excepte I’éthanol, les intoxications alcooliques les
plus fréquentes sont dues au méthanol et aux glycols.
Ces composés sont trés couramment utilisés. En effet, le
méthanol est facilement disponible car ¢’est un compo-
sant essentiel de I’alcool a briiler. La dose mortelle se
situe entre 30 et 250 ml chez I’homme. L’éthyléne gly-
col, le glycol le plus couramment utilisé, est Iui aussi
facilement disponible puisqu’il entre dans la composi-
tion d’antigels et de liquides de refroidissement. La
dose mortelle est voisine de 1 ml/kg chez I’enfant et de
1,4 ml/kg chez I’adulte (1). Les intoxications, volon-
taires ou non, sont relativement fréquentes (2, 3), et les
doses ingérées peuvent €tre importantes (4, 5).

La toxicité de ces composés est en partie due a leurs
métabolites acides. Le méthanol est transformé en for-
maldéhyde et rapidement métabolis€ en formiate,
métabolite toxique et responsable essentiel des troubles
oculaires (6). Selon Martinasevic et coll. (7), le formia-
te s’accumule en particulier au niveau de la téte du nerf
optique et I’atteinte oculaire est fortement corrélée a la
concentration sanguine en formiate (8). Il est donc

SUMMARY

Massive ingestion (intentional or accidental) of alcohols or
glycols needs a care protocol which is both rapid and conve-
nient. In most cases, diagnosis on admission relies on clini-
cal and biological parameters. Determination of methanol
and ethylene glycol plasma concentrations is also possible
but analysis of the two metabolites, formic acid for methanol
and glycolic acid for ethylene glycol, is quite exceptional. In .
fact, the use of these two compounds is essential in late dia-
gnosis.

By 'H NMR spectroscopy, formate and glycolate are identi-
fied by their singlet at 8.44 and 3.93 ppm, corresponding to
their methine and methylene groups respectively. The valida-
tion step of '"H NMR spectroscopy consisted of the study of
linearity (from 0 to 40 mmol/l), and repeatability (c.v. =
6.7 %) of the signals. Quantitation was tested on 40 spiked
serum samples. Moreover, compounds with chemically rela-
ted structures (alcohols, diols, polyols, acids) were added to
the sera without any interference. The contribution of 'H
NMR spectroscopy to diagnosis is discussed.

KEY-WORDS
Formate, glycolate, 'H NMR, serum, methanol, ethylene gly-
col, poisoning.

important d’en connaitre la concentration pour le choix
du traitement. La toxicité de I’éthyléne glycol est en
partie due a son métabolisme conduisant, par I’inter-
médiaire de I’alcool déshydrogénase et de 1’aldéhyde
déshydrogénase, a I’acide glycolique et a I’acide oxa-
lique. Dans cette intoxication, on retrouve une acidose
métabolique et un trou anionique (9). Il est d’autant
plus intéressant, a c6té de 1’éthylene glycol, de déter-
miner I’acide glycolique car sa formation est rapide
(10). De plus, I’acide glycolique s’élimine relativement
lentement, a 1,08 + 0.67 mmol.I'".h! (11).

Dans la plupart des cas, le diagnostic a I’ hospitalisation
s’appuie sur le contexte de I’intoxication et les signes
cliniques (signes vitaux, état neurologique) ou biolo-
giques (bilan biochimique d’acidose métabolique). Il
est aussi possible de réaliser le dosage plasmatique du
méthanol ou de I’éthylene glycol mais il est assez rare
de procéder a la détermination des deux métabolites
toxiques : les acides formique et glycolique. Or I’inté-
rét diagnostique de ces deux parametres est reconnu,
notamment quand l'interprétation du trou anionique
n’est pas significative ou quand I’intoxication est
découverte tardivement (10, 12-15).

Le manque d’intérét des cliniciens pour le dosage des
métabolites acides dans I’apport diagnostique peut €tre
lié a I’absence de commercialisation de techniques de
dosage simples (15) ou a la difficulté de mise en ceuvre
de techniques chromatographiques allongeant le délai
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de réponse (8, 16). Le dosage de I’acide formique est
en effet beaucoup moins répandu que celui du métha-
nol. Deux techniques analytiques principales sont utili-
sées : la chromatographie en phase gazeuse (CPG),
apres dérivation du formiate en ester méthylique et
technique d’espace de té€te avec une linéarité de 0,05 a
1,00 g/l et une limite de détection de 25 mg/l (8). Des
méthodes enzymatiques ont aussi été décrites utilisant
une formiate déshydrogénase bactérienne, avec libéra-
tion de NADH et formation de résorufine mesurée par
fluorescence (17, 18). La plupart des méthodes d’ana-
lyse de I’acide glycolique utilisent la CPG (16) mais
aussi la chromatographie ionique (19). Certaines asso-
cient la mesure simultanée de I’éthyléne glycol et de
P’acide glycolique (20).

Dans I’optique d’obtention d’une réponse analytique
fiable et relativement rapide, la spectroscopie RMN 'H
peut étre envisagée. En effet, la quantification du
méthanol a déja été réalisée par Pappas et coll. (21) a
des concentrations variant de 250 a 1500 mg/1 avec une
répétabilité comprise entre 0,8 et 2,0 % et une repro-
ductibilité entre 0,9 et 1,2 %. L’application clinique
avait permis d’établir pour ce composé une bonne cor-
respondance entre les mesures de RMN 'H (7470 mg/1)
et celles obtenues par chromatographie en phase gazeu-
se avec espace de té€te (7350 mg/l), bien au-dela de la
zone de linéarité étudiée par cet auteur. Dans une publi-
cation récente (22), I’analyse quantitative par RMN 'H
a été validée pour I’éthyléne glycol et I’identification
des métabolites acides correspondant aux deux alcools
a contribué au diagnostic différentiel dans trois cas
d’intoxication. L’objectif de ce travail a donc été de
mettre au point un protocole de quantification du for-
miate et du glycolate et de I'appliquer a I’analyse
d’échantillons sériques supplémentés a 1’aveugle. De
plus, la spécificité de la méthode a pu étre testée par
I’étude de composés potentiellement interférents ajou-
tés a différents €chantillons.

Matériel et méthodes

Réactifs et instruments

Les acides formique et glycolique proviennent de chez
Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) et les
composés potentiellement interférents : éthanol, 1,2-
propanediol, isopropanol, 2,3-butanediol, acide lac-
tique et glycérol sont de qualité pour analyse.

L’acide 3-triméthylsilyl 2,2’,3,3’-tétradeutéropropio-
nique (TSP-d,) et I’oxyde de deutérium D,O sont four-
nis par Eurisotop (Saint Aubin, France). Les tubes
RMN sont de qualité Wilmad.

Un pool de sérums témoins a été€ supplémenté (sérums
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de calibration, CHR Vannes) en formiate ou en glyco-
late afin de réaliser des gammes de concentrations :
0, 2, 10, 20 et 40 mmol/l. Quarante échantillons incon-
nus ont été réalisés a partir de sérum humain. Vingt de
ces échantillons ont été supplémentés avec du formiate
et du méthanol, les autres avec du glycolate et de
I’éthylene glycol. De plus, pour I’étude des substances
potentiellement interférentes, certains échantillons ont
été additionnés de composés tels que : I’éthanol, le 1,2-
propyléne glycol, I’isopropanol, le 2,3-butanediol,
I’acide lactique et le glycérol. Ces échantillons ont
été conservés a 4° C, jusqu’a I’analyse effectuée en
aveugle.

Les analyses en RMN 'H ont été réalisées sur un spec-
trometre Bruker DPX 300 MHz a température ambiante.

Méthodes

Dans un tube RMN de 5 mm de diameétre sont intro-
duits 500 pl de sérum a analyser, sans aucun prétraite-
ment. Un capillaire coaxial contenant une solution
titre de TSP-d4 dans D,O y est ensuite inséré. Le
signal du TSP-d, sert de référence pour les déplace-
ments chimiques (8 = 0,00 ppm) et permet la quantifi-
cation des composés sé€riques par intégration de 1’aire
des pics.

Une séquence de présaturation est appliquée pour dimi-
nuer le signal de I’eau. Selon la concentration des
échantillons, 128 a 512 accumulations ont été réalisées
sur une largeur spectrale de 3200 Hz. Avant transfor-
mation de Fourier, une fonction exponentielle corres-
pondant a un élargissement de 0,3 Hz est appliquée. Le
traitement des données a été réalisé a 1’aide du logiciel
WIN NMR 1D de Bruker.

Les signaux correspondant aux composés étudiés sont
des singulets, c’est a dire qu’une seule résonance est uti-
lisable pour I’identification et la quantification. En cas
d’incertitude, par exemple dans une zone spectrale pré-
sentant des superpositions de résonances, 1’identification
peut étre confirmée par I’ajout de composé standard.

La quantification du formiate, du glycolate et des autres
composés présents identifiés en RMN 'H est réalisée
par intégration relative au TSP-d, de concentration
connue. On considere la limite de détection (L) d’un
composé égale a trois fois le bruit de fond. La limite de
quantification (Ly) est déterminée comme la limite
inférieure de la zone de linéarité de 1I’étalonnage. Ces
deux limites présentent une variabilité selon la région
spectrale considérée. Elles seront meilleures dans une
région spectrale sans superpositions de résonances oul
le bruit de fond est faible, et plus élevées dans des
régions spectrales ou des signaux interférents peuvent
géner la quantification. Les limites de détection et de
quantification sont donc non seulement fonction de la
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région spectrale considérée, mais aussi du nombre de
protons correspondant a chaque singulet.

Résultats et Discussion
Validation de la méthode RMN

La caractérisation de chacun des composés est réalisée
par I'observation des valeurs des déplacements chi-
miques. Les anions formiate et glycolate présentent en
spectroscopie RMN 'H chacun un singulet caractéris-
tique, a 8,44 et 3,93 ppm, correspondant respective-
ment a leur groupement fonctionnel CH et CH,
(Figures 1 et 2). L’anion oxalate par contre, ne possé-
dant pas de proton lié 4 un carbone, ne peut &tre détec-
té€ par spectroscopie RMN 'H en milieu aqueux.

HOD
formiate méthanol

ppm

Figure 1 : Spectre RMN 'H de !’échantillon sérique n°9
supplémenté en méthanol (6 mmol/l) et acide formique
(11 mmol/l).

éthyléne glycol
glycolate Y &Y

n\/

HOD

TSP-d,

ALY

8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Figure 2 : Spectre RMN 'H de !’échantillon sérique n°28
supplémenté en éthyléne glycol (15 mmol/l) et acide glyco-
lique (12 mmol/l).

L’analyse quantitative a porté, dans un premier temps, sur
des sérums de calibration supplémentés en formiate et en
glycolate dans une gamme de concentrations variant de
0 2 40 mmol/l. Si ’on reporte les mesures RMN 'H en
ordonnées, en fonction des concentrations théoriques
portées en abcisses, les résultats sont les suivants :

- Pour le formiate : pente (+ écart-type) = 0,9201 +
0,0099 (r = 0,9998 ; P = 2,8.10°).
- Pour le glycolate : pente (+ écart-type) = 0,9542 +

0,0145 (r =0,9997 ; P = 7,7.10°).
I’examen des résultats montre que :

- les pentes des droites de régression calculées sont tres
proches de ’'unité et par conséquent, I’analyse quanti-
tative par spectroscopie RMN 'H peut fournir des
mesures exactes.

- la significativité des corrélations entre déterminations
RMN 'H et valeurs des concentrations ajoutées est

excellente puisque le niveau d’erreur consentie P est de
I’ordre de 10°.

- la linéarité est bien vérifiée dans les gammes de
concentrations étudiées. Dans un deuxieéme temps, des
sérums ont aussi été supplémentés en formiate et en
glycolate, mais a des concentrations plus faibles, éche-
lonnées de 0,1 a 2 mmol/l, pour préciser les limites de
détection et de quantification de chacun des composés.
Pour le formiate, qui résonne dans une zone sans super-
positions de résonances, la limite de détection a pu étre
estimée a 0,1 mmol/] et la limite de quantification a
0,5 mmol/l. Ces valeurs sont du méme ordre de gran-
deur que celles indiquées par Pappas pour le méthanol
(21).Le pic de résonance du glycolate est situé dans une
zone spectrale ayant des superpositions de résonances
et nécessite un traitement par déconvolution pour pou-
voir intégrer ’aire du singulet du glycolate. La limite
de détection a pu étre estimée a 0,5 mmol/l et la limite
de quantification est supérieure a 2 mmol/l.

Avant de procéder a une étude quantitative sur les qua-
rante échantillons inconnus, une étude de répétabilité
des signaux RMN 'H a été menée sur trois concentra-
tions pour le formiate (5, 11 et 39 mmol/l, soit respec-
tivement 0,23 ; 0,51 et 1,79 g/l) et quatre dans le cas du
glycolate (4, 18, 27 et 35 mmol/l, soit respectivement
0,30 ; 1,37 ; 2,05 et 2,66 g/l). Pour les concentrations
inférieures a 15 mmol/l, on obtient un coefficient de
variation moyen de 6,7 %, et un coefficient de 4,7 %
pour les concentrations de 15 @ 40 mmol/l.

Analyse d’échantillons inconnus.

Cette étude est présentée en deux parties : I’analyse des
deux anions formiate et glycolate et la mise en éviden-
ce avec quantification d’autres composés présents dans
les liquides biologiques et potentiellement interférents.
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Analyse du formiate et du glycolate

Les résultats analytiques relatifs aux vingt échantillons
de sérum supplémentés en formiate sont présentés dans
le tableau I, ainsi que les valeurs théoriques attendues.

L’analyse des résultats a tout d’abord montré I’absence
de faux positif en spectroscopie RMN 'H : en absence
de formiate, aucun signal n’est observé (échantillons
n> 7, 8, 14 et 18). Une régression linéaire a ensuite été
menée pour analyser les résultats RMN 'H en fonction
des valeurs théoriques ajoutées. La pente ainsi détermi-
née, avec son écart-type, était 1,0023 + 0,0207, avec un
coefficient de corrélation r = 0,9962 et une probabilité
d’erreur consentie P = 1,6.10%, La valeur de la pente
montre un excellent accord entre concentrations mesu-
rées par RMN 'H et valeurs attendues. De plus, la
significativité et la linéarité sont excellentes.

Le Tableau II regroupe de la méme fagon les résultats

pour les vingt autres échantillons sériques supplémen-
tés en glycolate. L’analyse statistique donne une pente
a 1,0309 = 0,0259, avec r = 0,9943 et P = 5,5.10".
I’accord entre mesures par RMN 'H et résultats atten-
dus est vérifié, ainsi que d’excellentes significativité et
linéarité.

Autres composés détectés et quantifiés par spec-
troscopie RMN 'H

Dans le Tableau I, sont également reportées les concen-
trations en méthanol, présent dans tous les échantillons
sériques, sauf les échantillons n* 3, 8, 14 et 18. La pré-
sence de ce composé, méme a des concentrations rela-
tivement importantes (24,8 mmol/l, soit 0,8 g/1) ne per-
turbe pas les déterminations de son métabolite formia-
te par spectroscopie RMN 'H.

De I’éthanol a été mis en évidence dans les échantillons

Tableau I : Echantillons sériques inconnus : résultats en mmol/l du formiate et des interférents par la méthode de RMN 'H.

; Formlate (mmol/1) Autres composés ajoutés et détectés
| e | - (mmol/l)
échantillon supplémentation mesure méthanol par divers par
inconnu réalisée RMN 'H RMN 'H RMN 'H
1 3 1,9 18,3 éthanol : 10,9
2 37 35,9 1,3
3 12 10,3 0 éthanol : 32,6
4 20 19,7 13,2
5 7 6,2 19,5
6 28 29,1 17,1
7 0 0 2,0 éthanol : 65,2
8 0 0 0 éthanol : 4,3
lactate : 20
9 11 11,7 6,0
10 5 4,9 16,1 propyléne glycol : 10
11 39 40,7 5,2
12 4 4,7 24.8
13 28 29,2 4,0
14 0 0 0
15 31 27,8 7,8 = éthanol : 17,4
16 17 18,3 16,3
17 14 14,5 94
18 0 0 0 éthanol : 51,1
19 2 2,2 24,1 isopropanol : 10
20 8 7.9 5,6
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n* 1, 3,7, 8, 15 et 18. En spectroscopie RMN 'H, ce
compos€ est en effet caractérisé par deux signaux : un
triplet a2 1,19 ppm, correspondant au groupement
méthyle et un quadruplet a 3,66 ppm attribué au grou-
pement méthyléne. La quantification de 1’éthanol est
réalisée par intégration de son triplet par rapport au
signal du TSP-d,. Les valeurs mesurées variaient de
4,3 mmol/l (0,2 g/l) a 65 mmol/L (3 g/l). Il est impor-
tant que 1’éthanol n’interfére pas dans les analyses car
ce composé est utilis€ comme antidote dans le traite-
ment de I’intoxication aigu€ au méthanol ; il est donc
tres courant de retrouver aussi 1’éthanol dans I’analyse
des liquides biologiques.

Le propyléne glycol (1,2-propanediol) est caractérisé
par un doublet résonnant a 1,14 ppm attribué au grou-
pement méthyle et par des multiplets de déplacements
chimiques situés entre 3,50 et 4,00 ppm et diis aux deux
autres types de protons. Ce composé a été détecté dans

I’échantillon n° 10 et quantifié a 10 mmol/l (0,76 g/1).
Il ne perturbe pas la quantification du formiate par
spectroscopie RMN 'H.

L’acide lactique, composant physiologique du sérum,
présente deux signaux caractéristiques en Spectrosco-
pie RMN 'H : un doublet 2'1,31 ppm correspondant au
groupement méthyle et un quadruplet a 4,10 ppm di au
proton porté par le carbone 2. Dans les sérums non sup-
plémentés par ce composé, il a été quantifié a 3 mmol/l
(0,27 g/l). Dans I’échantillon n°® 8, ou il a été ajouté
comme interférent potentiel, sa concentration était de
20 mmol/I (1,80 g/l).

Dans cette série, I’isopropanol ou 2-propanol a été mis
en évidence dans I’échantillon n°® 19, par son doublet a
1,14 ppm et son multiplet a 4,99 ppm. Sa concentra-
tion était de 10 mmol/l, (0,60 g/1).

En ce qui concerne I’analyse des composés ajoutés aux
échantillons sériques supplémentés en glycolate, I’exa-

Tableau II : Echantillons sériques inconnus : résultats en mmol/l du glycolate et des interférents par la méthode de RMN 'H.

Glycolate (mmol/l) Autres composés ajoutés et détectés | -I
] ~ (mmoln) L
échantillon supplémentation mesure éthylene glycol divers par
inconnu réalisée RMN 'H par RMN 'H RMN 'H
21 30 29,9 7,3
22 3 4,5 0
23 10 9,6 24,0
24 0 0 30,1
25 27 26,6 12,0 propyleéne glycol : 2
26 17 17,5 4,0
27 4 5,1 0 glycérol : 10
28 12 12,5 15
29 0 0 0
30 0 0 12,2
31 8 9,6 16,5
32 24 26,9 6,6
33 14 12,6 0 propyléne glycol : 10
34 2 2,6 4,0 éthanol : 43,4
35 22 22,3 0 2,3-butane diol : 20
36 39 41,7 15,3
37 10 11,4 38,5 lactate : 10
38 35 36,6 36,6
39 0 0 0
40 18 21,0 11,2
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men du Tableau II montre également la présence
d’éthylene glycol, sauf dans les échantillons n* 22, 27,
29, 33, 35 et 39. La quantification par spectroscopie
RMN 'H de son métabolite, le glycolate, n’est pas per-
turbée, méme pour des concentrations dépassant 30
mmol/l (1,86 g/l), comme c’est le cas dans les échan-
tillons nos 24, 37 et 38.

L’éthanol a bien été identifié par RMN dans 1I’échan-
tillon n°® 34 et mesuré a 43,4 mmol/l (2 g/l). Cet ajout
n’entraine aucune perturbation dans la quantification.

La présence de 1,2-propyléne glycol a été décelée dans
les échantillons n° 25 et 33, aux concentrations respec-
tives de 2 et 10 mmol/l (152 et 761 mg/l). Elle n’a
aucune conséquence significative sur les mesures de
glycolate.

La supplémentation en acide lactique a été détectée
dans I’échantillon n° 37, a une concentration de
10 mmol/1 (900 mg/1).

Le 2,3-butane-diol a un spectre assez proche de celui
du propyléne glycol. Il a été mesuré dans 1’échantillon
n° 35 a 20 mmol/l (1,80 g/l). Sa présence n’a pas de
conséquence sur la mesure de I’acide glycolique.

Le glycérol présente en RMN 'H un ensemble de mul-
tiplets entre 3,65 et 3,70 ppm. Il a été mesuré dans
I’échantillon n® 27 a 10 mmol/l (0,92 g/1). Sa présence
n’a pas d’influence significative sur les résultats du gly-
colate.

Conclusions

Les résultats des analyses montrent I’applicabilité de la
spectroscopie RMN 'H a la détermination directe du
formiate et du glycolate. Comme cela a déja été mon-
tré (22), la RMN 'H est un outil intéressant dans le dia-
gnostic de ce type d’intoxication car elle permet, sans
traitement préalable de I’échantillon, 1’identification
spécifique et la quantification des deux toxiques, en une
seule analyse. De plus, il est possible de récupérer
I’échantillon pour des investigations ultérieures. Cette
méthode nouvelle demande une interprétation relative-
ment délicate et ne présente pas de faibles limites de
détection, mais dans un contexte de surdosage, elle
peut se révéler a 1’avenir fort utile car elle peut donner
une réponse rapide, sans a. priori quant a la nature des
composés chimiques présents, contrairement aux
autres techniques analytiques.

Toutefois, quelles que soient les méthodes utilisées, les
intoxications par le méthanol et I’éthyléne glycol sont
suffisamment graves pour que I’on doive disposer a
tout moment, non seulement du dosage des deux sub-
stances meéres, mais aussi de leurs métabolites. Par
ailleurs, la mise en évidence de la perturbation de com-
posés endogenes comme I’acide lactique ou les corps
cétoniques peut également constituer une aide au dia-
gnostic. Les métabolites formiate et glycolate étant en
partie responsables de la toxicité, leur taux sanguin
constitue un indicateur de la gravité de I’intoxication et
permet ’ajustement des traitements nécessaires.
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